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Preparation cosm'tique contenant du chitosane 

La presente invention a trait a une preparation cosmetique contenant du chitosane. 

La litterature contient de nombreux exemples d'uttlisation du chitosane. 
Le chitosane peut etre utilise dans le traitement des brOlures. Par immersion au corps brule dans une 
solution d'acetate de chitosane, on forme a la surface de la plaie un film resistant et permeable a I'oxygene, 
5 qui va faciliter la guerison. 

Le chitosane est aussi connu pour posseder, sous forme de solution hydrochloree, une bonne activite 
antiinfectieuse envers les bacte r ies, comme le montre le brevet JP 82.137930. 

Le brevet JP 87.C83877 mentionne ('utilisation de chitcsane, de preference degrade par une chitonase, 
comme agent conservateur de divers produits. 
70 Dans te domaine cosmetique, le chitosane est surtout connu pour etre introduit dans des shampooings et 
des produits capillaires afin d'assurer la mise en forme et la fixation des cheveux, comme dans ie brevet 
DE 2627419. 

Le chitosane peut aussi permettre ^amelioration des proprietes lavantes et massantes d'un compose 
applique sur la peau, comme le decrit le brevet JP 86.210014. 
75 D'une maniere generate les preparations cosmetiques emballees sterilement se conservent assez bien, 
Toutefois, elles sont soumises a des risques de contamination tout au long de leur emploi. 
Lors de I'ouverture du recipient contenant la preparation, les microorganismes contenus dans Pair ambiant 
peuvent la contaminer. 

Puis lors de ('utilisation de la preparation, les microorganismes se trouvant a la surface de la peau peuvent 
20 aussi la contaminer. Ces contaminations peuvent entraTner une degradation de la preparation. 

La presente invention a pour but de pallier les inconvenients de Tart anterieur et de proposer une 
preparation cosmetique ayant de bonnes proprietes de conservation, contenant du chitosane comme agent 
de conservation. 

A cet effet le chitosane selon la presente invention est choisi parmi ses polymeres ayant un poids 
25 moleculaire compris entre 3000 et 700 000. 

Un avantage de cette invention est d'utiliser comme agent de conservation un produit nature!. 

Un autre avantage est d'utiliser comme agent de conservation un produit abondant et bon marche. 

Un autre avantage est de n'introduire qu'une faible quantite de chitosane dans la preparation cosmetique. 

Un autre avantage est d'employer un produit vis-a-vis duquel les microorganismes n'ont pas d'accoutuman- 
30 ce. Un autre avantage est de proposer une preparation cosmetique se conservant pendant un long temps, 

dans un milieu sterile (emballage sterile et hermetique), ainsi que dans un milieu non sterile (emballage noh 

hermetique ou apres ouverture). 

Le chitosane est obtenu par deacetylation de la chitine avec un alcali (hydroxyde de sodium ou de 

potassium, par exemple). La chitine est un des biopoiymeres les plus abondants sur terre. C'est un 
35 composant important de I'exosquelette des arthropodes, tel que la cuticuie des insectes ou la carapace des 

crustaces, par exemple. La chitine est aussi un element constitutif de la paroi cellulaire de certaines 

moisissures et levures. On suppose que I'activite biologique du chitosane est due a sa nature polycationi- 

que. Les groupes amine du chitosane, lorsqu'ils sont protones, entrent en interaction avec les sites 

electronegatifs se trouvant a la surface des cellules des microorganismes. 
40 Cette interaction entraTne une modification de la permeabilite de la membrane cellulaire qui va provoquer la 

fuite vers I'exterieur de certains constituants intra-celluiaires ou de certains ions. Cette perte de substances 

intracellulars est associee a I'inhibition de croissance du microorganisme. D'autres mecanismes genera- 

teurs d'energie, tels que la respiration ou la fermentation peuvent egalement etre perturbes et / ou bloques 

par Tadjonction de chitosane. 
45 Le chitosane utilise selon la presente invention pourra etre d'origine diverse. II pourra etre notamment le 

produit d'une deacetylation de chitine provenant de crabes, de crevettes ou de homards par exemple. 

Les proprietes physico-chimiques et la microstructure du chitosane peuvent dependre de la source choisie, 

ainsi que des differents traitements apportes, tels que la purification ou la deacetylation par exemple. Le 

chitosane prefere selon I'invention provient de chitine extraite de crevettes. 
so Le degre de deacetylation du chitosane peut exercer une certaine influence sur son activite biologique. 

Ce degre correspond a la quantite de groupes amine liberes, de sorte que plus il est important, plus le 

chitosane peut etre efficace. 

Le degre de deacetylation du chitosane selon la presente invention est de preference compris entre 70 et 
95%. 

On a constate que la longueur des chaines du polymere de chitosane peut influer sur son comporte- 
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ment et peut entrainer des modifications de son activite biologique, autrement dit de son pouvoir d'inhibttion 
de la croissance des microorganismes. 

On a constate, en particulier, que lorsque le chitosane se presente sous forme d'un polymere de petite 
taiile (monomere, pentamere, heptarnere, par exemple) son activite biologique est tres faible. 
5 On suppose que ceci est du au fait que la chaTne du polymere etant trop courte, la densite de charges 
iocales est faible, et empeche le polymere d'interagir de maniere souhaitable avec les sites negatifs a la 
surface de la membrane de la cellule. I! n'y aurait done pas de modification notable de la permeabilite de 
cette membrane. 

Les chitosanes de petite taiile, done de faible poids moleculaire, ne convie.inent pas comme agent de 
jo conservation selon la presente invention. 

Par faible poids moleculaire, on entend un poids inferieur a 3000. 

On a constate que les chitosanes de grande caille, done a haut poids moleculaire possedent aussi une 

activite biologique faible. On suppose que cela est du a une modification de !a conformation moleculaire du 

chitosane. Le chitosane peut presenter une conformation allant d'un simple enroulement de nature aleatoire 
is a une structure plus compacte, quasi globulaire, cette seconde structure etant probablement favorisee dans 

le cas des hauts poids moleculaires. 

L'interaction electrostatique entre le chitosane et la surface des cellules des microorganismes pourrait alors 
etre limitee, du fait que la plupart des groupes actifs du chitosane seraient confines a I'interieur de I'edifice 
moleculaire et steriquement inaccessibles. Les chitosanes de grande taiile, done de haut poids moleculaire, 

20 ne conviennent pas comme agent de conservation selon la presente invention. 
Par haut poids moleculaire, on entend un poids superieur a 700 000 . 

Le chitosane capable d'inhiber la croissance des microorganismes selon la presente invention presente 
done un poids moleculaire compris entre 3 000 et 700 000, et de preference entre 120 000 et 450 000 . 
La viscosite d'une solution de chitosane etant fonction de son poids moleculaire, cette grandeur s'est 

25 averee utilisable pour caracteriser une solution de chitosane utilisable dans le cadre de la presente 
invention. 

C'est ainst que dans un mode prefere d'utilisation du chitosane comme agent de conservation d'une 
preparation cosmetique, selon la presente invention, on incorpore le chitosane a la preparation cosmetique 
sous forme d'une solution aqueuse presentant une viscosite de 1 a 80 mPa.s pour une concentration de 
30 1% de chitosane. 

Le poids moleculaire du chitosane et la viscosite des solutions de chitosane sont mesures selon les 
methodes decrites a la fin de la partie generale de la description. 

La teneur en chitosane de la preparation cosmetique peut influer sur I'activite biologique du chitosane. 
Une teneur trop elevee peut induire des phenomenes de repulsion entre polymeres de chitosane, et 
35 empecher ceux-ci de s'approcher de la membrane cellulaire. Une teneur trop faible peut ne pas assurer 
une protection suffisante de la preparation vis-a-vis de la contamination microbienne. 

La preparation cosmetique selon la presente invention peut presenter une teneur en chitosane comprise 
entre 50 et 5000 ug/g, et de preference entre 100 et 300 ug/g. 

L'activite biologique du chitosane peut aussi dependre de sa solubilite. Le chitosane incorpore a une 
40 preparation cosmetique sous forme de poudre en suspension aqueuse peut etre moins actif que sous forme 
de solution. 

La solubilite du chitosane peut etre amelioree par traitement aux ultrasons d'une dispersion de 
chitosane et/ou par lyophilisation apres centrifugation. Le traitement aux ultrasons peut etre un excellent 
moyen pour scinder les chaTnes de polymeres afin de les rendre plus solubles. Ceci amene un rearrange- 
45 ment de la microstructure du chitosane, qui permet d'augmenter sa solubilite et meme son activite 
biologique. Cette activite peut etre doublee, voire meme multipliee par huit lors de ('utilisation de chitosane 
traite aux ultrasons et/ou tyophilise. 

De plus, pour etre biologiquement actif, le chitosane doit etre, de preference, dans sa forme polycationi- 
que, e'est-a-dire a un pH inferieur a son pKa, qui est de 6,2. 
so Afin d'assurer une grande densite de charges positives, les solutions de chitosane ont preferentiellement un 
pH compris entre 5,0 et 5,5. 

Le chitosane pourra etre incorpore a toute preparation cosmetique, telle qu'un lait, une lotion, une 
creme ou un gel. II est simplement preferable que la preparation cosmetique presente une faible teneur en 
anions. 

55 Afin de tester l'activite biologique des differents chitosanes, on utilise un certain nombre de microorga- 
nismes. 

Ces microorganismes sont choisis parmi ceux presentant un risque pour la sante des utilisateurs ou parmi 
ceux susceptibles d'entraTner une deterioration de la preparation cosmetique. Parmi les nombreux microor- 
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ganismes repondant a ces criteres, ont ete choisies: 

- des bacteries gram negatives (Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa), 

- des bacteries gram positives (Staphylococcus aureus, Streptococcus faecaiis et Bacillus cereus) et 

- des levures (Candida albicans). 



Methodes de mesure 



w . Viscosite ' 

La viscosite est mesuree sur des solutions a 1% de chitosane et 1% d'acide acetique, laissees au 
repos pendant 2 semaines afin que la viscosite se stabilise. 

La mesure est effectuee a I'aide d'un rheometre VOR Bohlin dans les conditions suivantes: 
f5 - systeme de mesure: cylindre C. 14 

- barre de tension: 0,24 g.cm et 19,8 g.cm 

- temps d'attente initial: 60 s 

- temps de la mesure: 20 s a deformation constante 

- temps d'integration: 10 s 
20 - temperature: 20° C 

- vitesse de cisaillement 11,64 s -t 

. Poids moleculaire 

25 

Le poids moleculaire est mesure par diffusion de lumiere laser, selon la methode de R.A. Muzzarelli, C. 
Lough et M. Emanuelli decrite dans Particle "The molecular weight of chitosans studied by laser fight- 
scattering", pubiie dans Carbohydrate Res. 164, 433-442 (1987). 

30 

. Croissance des microorganismes 

Le nombre de germes peut etre determine de deux manieres: par comptage ou par spectrophotometrie. 

35 

1 ) Comptage 

Un echantillon de 1 ml est preleve du milieu a analyser et dilue avec 9 ml d'une solution saline 
physiologique. On dilue de 10 en 10 cette solution, puis on place 1 ml de solution diluee sur une plaque de 
40 Petri et on melange avec 10 ml d'agar nutritif. On laisse incuber la plaque a 37 °C pendant une nuit, puis 
on compte le nombre de germes qui se sont deveioppes. 

2) Spectrophotometrie 

45 

La methode precedente presentant Pinconvenient d'etre lente, il est plus aise de mesurer le nombre de 
germes en suspension par spectrophotometrie. Une suspension de germes transmet la lumiere la traversant 
d'une maniere differente de celle d'une suspension temoin ne contenant pas de germes. 
On mesure par spectrophotometrie la lumiere transmise pour chaque solution, et la reduction de transmis- 
so sion permet de determiner le nombre de germes en suspension. Cette mesure se fait a I'aide d'un 
spectrophotometre, a une longueur d'onde de 550 nm. 

Toutefois, cette methode n'est pas tres sensible et ne permet de detecter qu'un nombre de germes 
superieur ou egal a 10 5 germes par ml. 

55 

3) C.albicans 

En ce qui concerne cette levure, on procede par comptage microscopique. a Paide d'une cellule de 
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Neubauer. 

L f invention sera mieux comprise a la lecture des tests et exemptes ci-apres, les tests illustrant Tactivite 
biologique in vitro de differents echantillons de chitosane. Les pourcentages sont donnes en poids, a 
I'exception du degre de deacetylation. 



Tests d'activite biologique 



io Preparation d'echantillons de chitosane 

On prepare differents echantillons de chitosane sous forme de milieux aqueux de culture de microorga- 
nismes contenant du chitosane en solution, de la maniere suivante: 

. pour ies bacteries, on prepare un milieu aqueux de CAYE contenant 1% de caseine hydrolysee, 0,5% 
75 d'extrait de levure et 0,2% de glucose 

. pour la levure, on prepare un milieu aqueux YES contenant 0,5% d'extrait de levure et 2% de sucrose 
. on acidifie le milieu jusqu'a pH 2, par ajout d'acide chlorhydrique 1 N 

. on dissout divers chitosanes de diverses origines, presentant tous un degre de deacetylation compris 
entre 80 et 95%, dans une solution a 1% d'acide chlorhydrique de maniere a obtenir une concentration en 
20 chitosane de 1 % 

. on separe le milieu de culture en plusieurs lots auxquels on ajoute, sous agitation, le chitosane 

. le pH de chaque lot est ajuste a 5,8 par addition de soude 1 N, et le volume final est ajuste avec de I'eau 

distitlee 

. les differents lots sont sterilises en autoclave a 121 * C, pendant 15 min. 
25 Les echantillons temoins ne contiennent que les milieux de culture dont le pH a ete ajuste a 5,8. 

Les differents chitosanes testes sont classes dans le tableau ci-apres par ordre de poids* moleculatre et 
de viscosite croissants: 
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Echantillon 


Poids 


Viscosite 




moleculaire 


(mPa.s) 


1 


127925 


7,85 


2 


135190 


7,59 


3 


166430 


13,69 


4 


193610 


53,02 


5 


233600 


50,22 


6 


254050 


27,69 


7 


318890 


51,48 


8 


351460 


64,03 


9 


356400 


51,85 


10 


437710 


69,99 


11 


781960 


82,82 


12 


993530 


120,0 


13 


1 1 40 000 


172,7 



50 



Preparation de cultures de microorganismes 
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Les bacteries sont cultivees pendant 8 h sur un milieu nutritif (infusion a base de veau gelosee), puis 16 
h sur un milieu de CAYE a pH 5,8. 

La levure est cultivee pendant 3 jours sur un milieu YES a pH 5,8. 

La culture est ensuite diluee de telle sorte que 1 ml de culture contienne approximativement 10 7 germes. 



Test No 1 
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Les differents echantillons de chitosane, dont ta concentration est de 50 ug de chitosane par ml de 
milieu de culture, sont inocules avec une suspension de germes de Candida albicans, de maniere a obtenir 
un nombre initial de environ 10 5 germes par ml. 
On laisse incuber les echantillons a 23° C sous agitation a 1 10 tours/min. 
On mesure quotidiennement le nombre de germes dans chaque echantillon. 

On note une inhibition de la croissance de C. albicans due au chitosane. On mesure Tintervalle de 
temps separant le jour de ['inoculation de C. albicans, et le jour ou le ncmbre de germes de C. albicans 
recommence a croitre. 

On obtient les resultats suivants: (T-temoin) 

Echantillon T 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 



Intervalle 
de temps 
(jour) 



0 28 18 25 14 14 13 12 12 15 23 ^ 



comparaison 



On remarque que I'ajout des echantillons de chitosane 1-10 permet de retarder la reprise de croissance 
du nombre de germes pendant une periode d'au moins 12 jours. 



25 



Test No 2 



30 



35 



Differents echantillons de chitosane, dont la concentration est de 100 ug de chitosane par ml de milieu 
de culture, sont inocules avec des suspensions de differents organismes a raison d'un microorganisme par 
echantillon, de maniere a obtenir un nombre initial de environ 10 s germes par ml. 

On laisse incuber les echantillons a 37 °C (43 °C pour Ps. aeruginosa), et on note I'influence du 
chitosane sur la reprise de croissance des bacteries en mesurant, a intervalle regulier, le nombre de 
germes, par spectrophotometrie. 

A titre d'illustration, le tableau ci-apres donne, pour quatre echantillons de chitosane, revolution du 
pourcentage de transmission au cours de temps pour la bacterie Staph, aureus. 

Le pourcentage de transmission est inversement proportionnel au nombre de germes en solution (0 
signifiant que la lumiere est difficilement transmise, vu le nombre tres important des germes presents). 
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Echantillon 


% de transmission 


Oh 


6h 


8h 


24h 


48h 


120h 


2 


70 


70 


80 


91 


93 


7 


4 


46 


46 


46 


46 


63 


7 


5 


61 


68 


68 


74 


64 


7 


9 


91 


91 


91 


91 


82 


7 


Temoin 


100 


70 


25 


7 


7 


7 



50 
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Le pourcentage de transmission initial est different selon les echantillons testes. Ceci est du a 
('apparition d'une legere turbidite dans ta solution, due a une interaction entre le chitosane et le milieu de 
culture. Toutefois cette turbidite restant constante au cours du temps, elle n'influe pas sur le trace general 
des courbes devolution. 

Pour chaque bacterie testee, les echantillons de chitosane ont ete classes en fonction de la duree de 
leur pouvoir d'inhibition. 
- Staph, aureus 
. au moins 8 h: 1 
. au moins 24 h: 3-6-7-8-10 
. au moins 48 h: 2-4-5-9 
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- Strep, faecalis 

. au moins 6 h: 11-12 (comparaison) 
. au moins 8 h: 3-7-10 
. au moins 48 h: 2-4-5-6-8-9 
5 - B. cereus 

. au moins 24 h: 6-7-8 

. au moins 96 h: 1-2-3-4-5-9-10 

- E. coli 

. au rnoins 6 h: 9 
w . au moins 8 h: 2-4 

- Ps. aeruginosa 

. au moins 10 h: 3-4-10 
. au moins 14 h: 2-5-9 

On peut conclure de ce test que tes echantillons de chitosane 1-10 testes inhibent de fagon appreciable 
15 la croissance des bacteries. 



Test No 3 

20 On procede de maniere semblable a ceile decrite au test No 2, a I'exception du fait que Ton utilise des 
echantillons de chitosane dont la concentration est de 200 ug de chitosane par ml de milieu de culture et 
que Ton determine le nombre de germes par comptage. 

Les tableaux suivants montrent revolution du nombre de germes par ml au cours du temps, pour 
differents echantillons de chitosane et pour differents microorganismes. 

25 ND = non determinable 



- Streptococcus faecalis 


Initialement: 2,6.10 s germes par ml 




Nombre de germes par ml 


Echantillon 


4h 


8h 


24h 


48h 


144h 


1 


3,1. 10* 


2200 


10 6 


>10 7 


5,6.10 s 


2 


1800 


4,6. 10* 


2.10* 


66.10* 


5,6.10 s 


3 


93 


26 


120 


290 


5,5.10 s 


8 


20 


50 


1,4.10 s 


>10 7 


58. 10* 


Temoin 


45.10 s 


2.10 8 


2,8.10 s 


ND 


ND 



40 



- Staphylococcus aureus 


Initialement: 8,1.10 s germes par ml 






Nombre de germes par 


ml 




Echantillon 


4h 


8h 


24h 


48h 


72h 


168h 


1 


6200 


3100 


55.1 0 4 


12.10 4 


49. 10* 


>10 7 


2 


400 


43 


28.10* 


2,4.10 s 


3.6.10 s 


>10 7 


3 


12.10* 


2 


5,8.10* 


12.10* 


10 s 


6300 


8 


100 


100 


16:10* 


17.10* 


5,7.10* 


9.2.10 4 


Temoin 


17.10 s 


58.10 s 


10 s 


ND 


ND 


ND 
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- Bacillus cereus 


Initialement: 9,1. 10 5 germes par ml 




Nombre de germes par ml 


Echantillon 


4h 


8h 


24h 


48h 


120h 


1 


7 


4 


0 


0 


0 


2 


0 


0 


39.10* 


1,3.10 s 


2,1.10* 


3 


6 


2 


1 


0 


0 


8 


1 


0 


0 


0 


1,2.10 s 


Temoin 


Vi.10 6 


3.10 7 


4.1 0* 


ND 


ND 



- Pseudomonas aeruginosa 


Initialement: 8,1.10 s germes par ml 




Nombre de germes par ml 


Echantillon 


4h 


8h 


24h 


48h 


1 


27.1 0* 


1,2.10 s 


>10 7 


ND 


2 


6200 


1600 


9800 


2,1.10 s 


3 


7300 


3400 


7,7.10* 


>10 7 


8 


34.1 0* 


63.10* 


>10 7 


ND 


Temoin 


19.10 s 


36.10 s 


>10 9 


ND 



- E. coti 



Initialement: 1,6.10 s germes par ml 





Nombre de germes par ml 


Echantillon 


4h 


8h 


24h 


1 


6600 


1,2.10 s 


>10 8 


2 


1,8.10* 


>10 7 


>10 8 


3 


6400 


1,2.10 s 


>10 8 


8 


36.10* 


>10 7 


>10 8 


Temoin 


6,3.10 s 


4.10 8 


2.1 0 9 



45 Durant les quatre ou meme huit premieres heures d'tncubation, le nombre de germes presents dans les 
echantillons contenant du chitosane diminue de fagon significative. 

Ce nombre tend ensuite a retrouver sa valeur initiate, et meme a la depasser. Ceci montre que les 
echantillons contenant du chitosane ont une activite bacteriostatique vis-a-vis des microorganismes testes, 
et ceci sur des periodes allant de 4 heures (E. coli) a 48 heures (St. faecalis et St. aureus), 
so On remarque aussi que les echantillons 1 et 3 ont une activite bactericide vis-a-vis de la bacterie B. cereus. 
Ces trois tests montrent bien que des echantillons de chitosane ayant un poids moleculaire compris 
entre 3000 et 700 000 ont une activite bacteriostatique, voire bactericide, vis-a-vis des microorganismes. 



55 Test No 4 



On prepare, a partir de chitosane ayant approximativement un poids moleculaire de 128 000, plusieurs 
echantillons de concentrations differentes, s'echelonnant de 50 g a 5000 ug de chitosane par ml de milieu. 
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Ces echantillons sont inocules avec une suspension de C. albicans de maniere a obtenir un nombre initial 
de environ 10 s germes par ml, puis chaque echantillon est reparti dans plusieurs tubes en verre. steriles qui 
sont ensuite fermes hermetiquement. 

On laisse incuber a 23* C dans Tobscurite, pendant 6 mois. A intervalle de temps reguiier, on ouvre un tube 
5 pour chaque concentration et Ton mesure le nombre de germes presents. 

Pour chaque concentration, on obtient une duree pendant laquelle le chitosane est actif et inhibe la 

croissance des germes presents. 

Pour les echantillons contenant 250 ug et plus de chitosane par ml, la croissance des germes est 

inhibee pendant une duree minimale de 6 mois. En effet, on ne detect aucune croissance do germes dans 
ic ces tubes. 

Pour Techantillon ccntenant 50 ug de chitosane par ml, la croissance des germes est inhibee pendant 5 
semaines, puis reprend ensuite. 

A titre de comparaison, pour un echantillon contenant 20 ug de chitosane par ml, la croissance des germes 
n'est inhibee que pendant 1 jour, 
rs Le chitosane peut done rester actif pendant de longues periodes, s'il est en concentration suffisante. 



Test No 5 (test comparatif) 

20 Afin de pouvoir etudier I'activite des chitosanes de faible poids moieculaire, on hydrolyse partiellement 
5 g de chitosane, avec HCI concentre, pendant 21 h a 53* C. Le chitosane resultant est seche sous vide a 
30 8 C, et les differents oligomeres sont separes grace a une resine echangeuse d'ions (AG 50 W - X 8), 
I'eluant utilise etant I'acide chlorhydrique, de concentration variant de 1 a 5,5 N. Les differentes fractions 
d'eluat sont separees par filtration sur gel (Fractogel TSK HW - 40) I'eluant utilise etant une solution a 0,2% 

25 d'acide formique. Les differents oligomeres sont identifies par chromatographie sur couche mince- 
On teste I'activite antimicrobienne du pentamere et de I'heptamere de glucosamine, selon la methode 
decrite dans le test No 4, a I'aide de la levure C. albicans, et ce pour differentes concentrations en 
chitosane. 

On ne remarque aucune inhibition de la croissance de la levure pour une concentration de 1 mg de 
30 chitosane par ml de milieu de culture (soit 1000 ug/g). 



Exemple 1 

35 Dans 600 ml d'eau distillee on disperse 10 g de chitosane presentant un poids moieculaire de environ 
180000, un degre de deacetylation de environ 85% et provenant de crevettes. On ajoute 30 ml d'acide 
acetique, et on dissout le tout par agitation. On ajuste le pH a 5,8 par ajout de soude, et on ajuste le volume 
de la solution a 1 litre par addition d'eau distillee. 

On prepare parallelement quatre lots de lait de toilette, contenant 6% d'ester alkytique en C12-C18 de 
40 polyethylene glycol, 5% de stearate de glycerol, 3% de laurate d'isodecyl, 3% de triglycerides d'acides 
gras en Cio-Cia, 1% d'alcool cetylique, 0,8% de dimethicone, (huile de silicone), 0,4% d'hydroxyethylcellu- 
lose, 3% de sorbitol a 70% et 0,2% de parfum. 

On reserve un lot comme temoin et Ton ajoute a chacun des trois autres lots quelques ml de solution 
de chitosane de maniere a obtenir quatre lots presentant des teneurs respectives en chitosane de 0, 50, 
45 100 et 200 ug/g. 

On ajuste le pH a 6 et Ton complete a 100% avec de I'eau distillee. 

On inocule les lots avec une suspension de microorganismes de maniere a obtenir un nombre initial de 
environ 10* germes par ml. 

Les lots sont conserves a temperature ambiante et a I'abri de la lumiere. 
50 On mesure le nombre de germes presents dans le lait de toilette a differents stades de ('evolution: apres 
('inoculation, apres une semaine, apres deux semaines, apres trois semaines et apres quatre semaines. 
Les microorganismes choisis sont: 

I. E. coli 

II. Ps. aeruginosa 
55 III. Staph, aureus 

IV. Strep, faecalis 

V. C. albicans 

On obtient les resultats presentes dans le tableau suivant. 
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Microorganismes 


I 


II 


III 


IV 


V 


Apres inoculation 


Lot A (temoin) 


34. 10 3 


8.1 0 4 


42.1 0 4 


7.10* 


36.10 


Lot B (50 ug/g) 


35.1 0 3 


10 


18.10 3 


7.1 0 4 


9.10 3 


Lot C (100 ug/g) 


29.1 0 3 


10 


6.10* 


53.10 3 


9.10 3 


Lot D (200 ug/g) 


24.1 0 3 


10 


27.1 0 3 


24. 10 3 


80 


Apres 1 semaine 


Lot A 


3.10 7 


16.10 5 


10 4 


3500 


3.10 6 


Lot B 


10 


10 


10 


10 


10 


LotC 


10 


10 


10 


10 


10 


Lot D 


10 


10 


10 


10 


10 


Apres 2 semaines 


Lot A 


13.10 s 


10 G 


500 


20 


10 s 


Lot B 










10 


LotC 










10 


Lot D 










10 


Apres 3 semaines 


Lot A 


6.10 5 


48. 10 5 


60 


50 


8.10 6 


Lot B 










10 


LotC 










10 


Lot D 










10 


Apres 4 semaines 


Lot A 


5.10 6 


10 7 


50 


10 


9.10 s 


Lot B 










10 


LotC 










10 


Lot D 










10 



On remarque que tous les laits contenant du chitosane inhibent la croissance des bacteries ou levures 
qu'ils contiennent. Ueffet est visible des la premiere semaine. 

L'activite bacteriostatique voire bactericide du chitosane est nette, meme en ce qui concerne les laits a 
faible teneur en chitosane (50 ug/g). 

Exemple 2 

Une creme cosmetique contenant du chitosane est preparee de la maniere suivante: 

- on prepare 77 ml d'une solution tampon a pH 5,7 (a base de phosphate de sodium), 

- on y ajoute 10 mg de chitosane, dissout dans de I'acide acetique dilue, presentant un poids moleculaire 
de environ 180000, un degre de deacetylation de environ 85% et provenant de crevettes, 

- on ajoute ensuite 8 g de glycerol, puis le melange est chauffe au bain-marie a 80 C, 

- parallelement, on fait fondre 15 g de stearate de glycerol a 80 °C, qu'on ajoute lentement au melange 
precedent, sous agitation, 

- on laisse le melange se refroidir jusqu'a temperature ambiante, en I'homogeneisant de temps a autre. 

On obtient une creme contenant 100 ug/g de chitosane. De la meme maniere, on prepare une creme 
contenant 250 ug/g de chitosane. 

Des cremes temoins, sans ajout de chitosane, sont aussi preparees. 

Les differentes cremes sont placees dans des pots non sterilises, et gardees a temperature ambiante, 
dans I'obscurite. Des signes de contamination apparaissent au bout de 2 mois sur les temoins. Un examen 
microscopique revele I'apparition graduelle de spores et d'hyphes de champignons. 

Les cremes contenant du chitosane ne presentent aucune trace de contamination, meme au bout d'un 

an. 
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10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



Revendications 

1 . Preparation cosmetique contenant du chitosane, caracterisee en ce que le chitosane a un poids 
moleculaire compris entre 3000 et 700 000. 

2. Preparation cosmetique selon la revendication 1, caracterisee en ce que le chitosane a un poids 
moleculaire compris entre 120000 et 450000. 

3. Preparation cosmetique selon la revendication 1 , caracterisee en ce que le chitosane a un degre de 
deacetylation compris entre 70 et 95%. 

4. Preparation cosmetique selon la revendicaiion 1 , caracterisee en ce que sa teneur en chitosane est 
comprise entre 50 et 5000 u,g/g. 

5. Preparation cosmetique selon la revendication 1 , caracterisee en ce que le chitosane provient de la 
crevette. 

6. Utilisation du chitosane comme agent de conservation d'une preparation cosmetique, caracterisee 
par le fait que Ton incorpore a la preparation cosmetique un chitosane presentant un poids moleculaire 
compris entre 3000 et 700 000. 

7. Utilisation selon la revendication 6, caracterisee par le fait que Con incorpore un chitosane presentant 
un poids moleculaire compris entre 120000 et 450000. 

8. Utilisation selon la revendication 6, caracterisee par le fait que Ton incorpore un chitosane presentant 
un degre de deacetylation compris entre 70 et 95%. 

9. Utilisation selon la revendication 6, caracterisee par le fait que Con incorpore 50 a 5000 ug de 
chitosane par g de preparation cosmetique. 

10. Utilisation selon la revendication 6, caracterisee par le fait que Con incorpore le chitosane sous 
forme d'une solution aqueuse presentant un pH inferieur a 6,2. 

11. Utilisation selon la revendication 10, caracterisee par le fait que Con incorpore le chitosane sous 
forme d'une solution aqueuse presentant un pH de 5,0-5,5. 

12. Utilisation selon la revendication 6, caracterisee par le fait que Con incorpore le chitosane sous 
forme d'une solution aqueuse contenant 1% de chitosane et presentant une viscosite comprise entre 1 et 
80 mPa.s. 

13. Utilisation selon la revendication 6, caracterisee par le fait que Con incorpore le chitosane sous 
forme d'une poudre en suspension aqueuse. 

14. Utilisation selon la revendication 6, caracterisee par le fait que Con incorpore le chitosane sous 
forme d'une poudre obtenue par mise en dispersion aqueuse du chitosane, traitement aux ultrasons de la 
dispersion, centrifugation et tyophiiisation. 
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